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·药物分析与检验· 

 

HPLC-MS/MS 测定蜂蜜中氨基糖苷类药物残留 
 

玥杨慧元，杜 *，徐伟东(上海市食品药品检验所，上海 201203) 

 
摘要：目的  建立测定蜂蜜中大观霉素、潮霉素 B、链霉素、双氢链霉素和阿米卡星等 5 种氨基糖苷类药物残留量的液

相色谱-串联质谱法(HPLC-MS/MS)。方法  蜂蜜样品中的氨基糖苷类药物经磷酸盐缓冲液提取后，经过弱阳离子固相萃

取柱富集净化后，采用液相色谱-三重四极杆串联质谱检测，使用电喷雾离子化源(ESI)，在正离子条件下以多反应监测

(MRM)方式进行扫描。采用异帕米星为内标进行定量分析。结果  线性范围为 10~1 000 μg·kg1，各被测物的最低定量浓

度为 0.6~5.2 μg·kg1；以加标样品计算，在各浓度水平下，各被测物的方法回收率为 92.4%~103.2%；提取回收率为

62.5%~81.6%。结论  本方法准确、高效，适用于蜂蜜中氨基糖苷类药物残留量的检测。 
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Residue Determination of Aminoglycosides in Honey by HPLC-MS/MS 
 
YANG Huiyuan, DU Yue*, XU Weidong(ShangHai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop a specific and sensitive liquid chromatography tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS) method for the residue determination of spectinomycin, hygromycin B, streptomycin, dihydrostreptomycin and 
amikacin in honey. METHODS  After extraction of these analytes from honey samples with a phosphate buffer, the extract was 
loaded on a weak cation-exchange (WCX) solid-phase extraction column. After sample preparation, the hydrophilic interaction 
chromatography (HILIC) was used to retain the aminoglycosides on the column for the separation of the analytes from 
endogenous compounds. The aminoglycosides were detected and quantified with triple quadrupole tandem mass spectrometry 
with ESI source in the positive ion mode. Quantitation was performed using multiple reaction monitoring (MRM) of the 
transitions with isepamycin as the internal standard. RESULTS  The linear regressions were fitted over the concentration range 

of 101 000 μg·kg1 for the analytes in honey. The lower limit of quantification of the analytes were all in 0.65.2 μg·kg1. The 

method and extracted recoveries of the analytes evaluated by determining the spiked samples at all levels were 92.4%103.2% 
and 62.5%-81.6%, respectively. CONCLUSION  The developed LC-MS/MS method is accurate and efficient enough to 
determine aminoglycosides in honey. 
KEY WORDS: aminoglycosides; LC–MS/MS; residue; honey 

 

氨基糖苷类化合物(aminoglycosides)是一种广

谱抗生素，对许多革兰氏阴性菌和一些革兰氏阳

性菌具有抗菌活性[1-2]。在兽医学和畜牧业领域，

氨基糖苷类抗生素被广泛用于治疗细菌性感染，

对污仔病(蜜蜂幼虫的疫病，蜜蜂最常见的一类疾

病)具有很好的疗效[3-4]。因此，该类药物在养蜂业

被广泛应用，这样就可能导致蜂蜜中药物的残留。

众所周知，氨基糖苷类抗生素具有耳毒性和肾毒

性等不良反应 [5]，且这些不良反应多为不可逆

的。为保证消费者饮食健康安全，欧盟委员会和

美国 FDA 已对诸多动物源性食品，如肉、蛋、奶

等基质中的几种氨基糖苷类化合物设定了最大残

留限量(MRLs)。尽管欧盟并未对蜂蜜做出限量规

定，但英国食品标准署对蜂蜜中链霉素制定了

50 μg·kg1 的执法限度，瑞士和德国规定蜂蜜中链

霉素的 MRLs 为 20 µg·kg1[6]。蜂蜜作为一种具有

保健功效的天然产物，广泛被大众所食用，因此

有必要建立一种准确、可靠的分析方法，对蜂蜜

中氨基糖苷类残留量进行检测。 

氨基糖苷类是由两个或多个氨基糖通过苷键

与氨基环醇键合而成的一大类化合物[7]，由于该类

化合物结构中缺少发色团和荧光团，需进行柱前
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或柱后衍生化反应后，采用液相色谱-荧光或紫外

检测[8-9]。因为该类化合物具有较强的极性，不易

挥发，需进行衍生化后，采用气相色谱法测定[10]。

这些衍生化的方法操作较为繁琐，稳定性不高。

近年来，液相色谱-串联质谱(HPLC-MS)技术成为

测定该类化合物的有力手段。但由于氨基糖苷类

化合物具有较强的极性，很难在反相色谱柱上保

留，因此，文献多采用在流动相中添加离子对试

剂的方式，通过与被测物形成离子对，以增强色

谱保留[2-4]。但离子对色谱并不适于电喷雾质谱检

测技术，因为离子对试剂对电喷雾质谱信号具有

抑制作用，会影响检测的灵敏度。近年来发展起

来的亲水作用色谱(HILIC)作为一种分离极性化合

物的液相色谱技术，与离子交换技术、离子对色

谱等比较起来，具有流动相组成简单，且与质谱兼

容等优势，适用于氨基糖苷类化合物的分析[1,6]。本

试验首次采用内标法，对蜂蜜中大观霉素、潮霉

素 B、链霉素、双氢链霉素和阿米卡星等 5 种氨基

糖苷类药物残留量进行检测，经过严格的方法学

验证，该法准确、高效，适用于同时测定蜂蜜中 5

种氨基糖苷类药物的残留量。 

1  仪器与试药 

API 4000 型三重四极杆串联质谱仪(美国应用

生物系统公司)，配有电喷雾离子化源(ESI 源)和

Analyst 1.4.1 数据处理系统；Agilent 1100 高效液

相色谱仪(美国 Agilent 公司)；MS 3 basic 旋涡混合

器(德国 IKA)；D-37520 台式冷冻离心机(美国

Thermo 公司)。Oasis 混合型弱阳离子(WCX)固相

萃取柱(3 cm3，60 mg，30 μm，美国 Waters 公司)。 

大观霉素对照品(批号：072K13827，含量：

65.4%)、双氢链霉素对照品(批号：045K0946，含

量：98%)均来源于美国 Sigma 公司；潮霉素 B 对

照品(批号：80609，含量：98.0%)、链霉素对照品

(批号：60522，含量：98%)、阿米卡星对照品(批

号：90223，含量：99.0%)均来源于德国 D.E.G 公

司；内标：异帕米星(IS，批号：091015，含量：

71.1%)；乙腈、甲醇、醋酸、醋酸铵、甲酸均为色

谱纯；磷酸氢二钠为分析纯；试验用水为超纯水。 

2  方法与结果 

2.1  溶液的配制 

2.1.1  对照品储备液的配制  分别精密称取 5 种

氨基糖苷类对照品各适量，用水溶解并制成浓度

均为 0.1 mg·mL1 的储备溶液，备用。 

2.1.2  混合标准溶液的配制  分别精密吸取上述

储备液各适量，置同一量瓶中，用水稀释制成含

有上述 5 种氨基糖苷类物质各 5.0 μg·mL1 的混合

标准溶液。 

2.1.3  内标工作液  准确称取异帕米星对照品适

量，用水稀释制成含 50 μg·mL1 的溶液，作为内

标工作液。 

2.2  样品预处理 

准确称取混匀的蜂蜜样品 5.00 g，置于 50 mL

聚丙烯塑料管中，加入内标工作液 50 μL，加入

20 mmol·L1 Na2HPO4 缓冲溶液(用 6 mol·L1 的盐

酸溶液调节 pH 至 7.4)15 mL，旋涡振荡 30 s，于

4 600 r·min1 离心 5 min，上清液转移至另一个

50 mL 离心管中备用。 

取 WCX 固相萃取小柱，依次用甲醇 5 mL、

水 5 mL 活化小柱，将上述备用溶液以一定速度上

样至固相萃取柱。用水 5 mL 洗涤柱子，在负压下

干燥 30 s，用洗脱溶液(2% 醋酸溶液-乙腈，80 20∶ ) 

2 mL 洗脱色谱柱，收集洗脱液，吸取 10 μL 进样

检测。 

2.3  LC-MS/MS 条件 

2.3.1  色谱条件  色谱柱：Atlantis TM HILIC Silica

柱(2.1 mm×50 mm，3 μm)；流动相：A 为乙腈- 

20 mmol·L1 醋酸铵-甲酸(5 95 0.2)∶ ∶ ，B 为乙腈- 

20 mmol·L1 醋酸铵-甲酸(95 5 0.2)∶ ∶ ，梯度洗脱

程序：0~0.6 min 100% B，1.6~7.0 min 10% B，7.5~ 

11 min 100% B；流速：0.3 mL·min1；柱温：30 ℃；

进样量：10 μL。 

2.3.2  质谱条件  离子源为 ESI 源；正离子模式

检测；扫描方式为多反应监测(MRM)；雾化气流

速：413.7 kPa；加热气流速：413.7 kPa；气帘气

流速：82.74 kPa；碰撞气流速：34.475 kPa；电喷

雾电压：5 kV；离子源温度：500 ℃。用于定量、

定性分析的离子对和相关质谱参数见表 1。 

表 1  被测物及内标的质谱参数 

Tab 1  Mass spectrometry parameters for the analytes and IS 

化合物 定量通道 
碰撞能 

量/eV 
定性通道

碰撞能

量/eV

大观霉素 333.1/140.1 35 333.1/189.1 32 

潮霉素 B 528.3/177.3 45 528.3/352.1 34 

链霉素 582.3/263.1 47 582.3/407.3 41 

双氢链霉素 584.2/263.2 45 584.2/409.3 42 

阿米卡星 586.3/425.3 29 586.3/324.2 32 

IS(异帕米星) 570.3/411.3 26 570.3/250.1 40 
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2.4  结果 

2.4.1  质谱分析  采用电喷雾离子化源(ESI)，以

正离子方式进行检测。以一级全扫描质谱图中所

得到的各氨基糖苷类物质的准分子离子([M+H]+)

作为各自的母离子，选择性对其进行碰撞诱导解

离，以峰度较强的二级碎片离子作为各自的定量

离子，采用 MRM 扫描方式，以上述离子反应进

行定量分析，具有较高的专属性。各氨基糖苷类

物质和内标(异帕米星 )的二级全扫描质谱图见

图 1。 

2.4.2  专属性试验  取空白蜂蜜，按“2.2”项下

方法操作，不添加内标，色谱图见图 2；同时在空

白蜂蜜中添加混合标准溶液，使各被测物浓度为

10 μg·kg1，加入内标工作液 50 μL，按“2.2”项

下方法操作，蜂蜜加标色谱图见图 3。试验结果表

明，蜂蜜中内源性物质不干扰氨基糖苷类待测物

和内标的测定。 

2.4.3  标准曲线和线性范围  准确称取空白蜂蜜

样品各 5.00 g，分别置于 50 mL 聚丙烯塑料管中，

分别加入混合标准溶液(5.0 μg·mL1)10，20，100，

200，500 和 1 000 μL，制成相当于浓度 10，20，

100，200，500 和 1 000 μg·kg1 的蜂蜜样品，加入 
 

 
图 1  氨基糖苷类物质和内标二级全扫描质谱图 
A大观霉素；B潮霉素；C链霉素；D双氢链霉素；E阿米卡星；F异帕米星(内标) 

Fig 1  Full scan MS2 spectra of analytes and IS  
Aspectinomycin; Bhygromycin; Cstreptomycin; Ddihydrostreptomycin; Eamikacin; FIS 

 
图 2  空白蜂蜜中氨基糖苷类物质和内标的色谱图 
A大观霉素；B潮霉素；C链霉素；D双氢链霉素；E阿米卡星；F异帕米星(内标) 

Fig 2  Typical chromatograms of analytes and IS in blank honey 
Aspectinomycin; Bhygromycin; Cstreptomycin; Ddihydrostreptomycin; Eamikacin; FIS 
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图 3  空白蜂蜜中添加 10 μg·kg1 的被测物后的色谱图 
A大观霉素；B潮霉素；C链霉素；D双氢链霉素；E阿米卡星；F异帕米星(内标) 

Fig 3  Typical chromatograms of analytes and IS in honey spiked with 10 μg·kg1 levels 
Aspectinomycin; Bhygromycin; Cstreptomycin; Ddihydrostreptomycin; Eamikacin; FIS 

内标工作液 50 μL，按“2.2”项下方法进行预处理

后进样测定。分别以各被测物与内标的峰面积之

比为纵坐标，以被测物浓度(μg·kg1)为横坐标，进

行线性回归，在 10~1 000 μg·kg1 内线性良好，各

被测物的典型线性回归方程及相关系数见表 2。 

表 2  被测物的线性回归方程和相关系数 

Tab 2  Linear regression equations and correlation coefficients 
of the analytes 

化合物 
线性范围/ 

μg·mL1 
线性回归方程 r 

大观霉素 10~1 000 Y=1.661×103X2.624×102 0.999 1

潮霉素 B 10~1 000 Y=1.023×103X +1.657×102 0.998 5

链霉素 10~1 000 Y=4.572×103X +2.871×101 0.996 8

双氢链霉素 10~1 000 Y=2.041×102X +7.424×101 0.999 6

阿米卡星 10~1 000 Y=6.483×104X +1.561×102 0.996 4

2.4.4  精密度试验  精密称取空白蜂蜜 5.00 g，置

于 50 mL 聚丙烯塑料管中，分别准确添加

5.0 μg·mL1 混合标准溶液 10，100 和 1 000 μL，

制成含各被测物 10，100 和 1 000 μg·kg1 的加标样

本，按“2.2”项下方操作。每个浓度水平进行 5

个样本分析，连续测定 3 d，随行标准曲线，计算

日内和日间精密度。结果见表 3。 

2.4.5  回收率试验   按“2.4.4”项下方法制备

低、中、高浓度的蜂蜜样品，各 5 份，进行测

定，以实测浓度与理论添加浓度之比计算各被

测物的方法回收率；同时配置相同浓度的混合

标准溶液，以经过提取的蜂蜜样品中各被测物

峰面积与相应浓度标准溶液中该被测物峰面

积之比，计算各被测物的提取回收率，结果见

表 4。  

表 3  被测物的日内和日间精密度 

Tab 3  Intra-day and inter-day precision of the analytes 

日内精密度 RSD/% (n=5) 日间精密度 RSD/% (n=15) 
化合物 

10 μg·kg1 100 μg·kg1 1 000 μg·kg1 1.0 μg·kg1 100 μg·kg1 1 000 μg·g1 

大观霉素  7.1 6.4 4.3  8.3 6.9 4.7 

潮霉素 B  6.3 6.1 4.0  7.2 6.8 4.2 

链霉素  5.5 4.4 4.0  7.1 5.2 4.6 

双氢链霉素  4.2 3.7 3.3  4.6 4.1 3.8 

阿米卡星 10.3 8.5 5.4 10.8 9.6 6.7 
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表 4  被测物的方法回收率和提取回收率(n=5) 

Tab 4  Method and extracted recoveries of the analytes(n=5) 

方法回收率 提取回收率 

10 μg·kg1 100 μg·kg1 1 000 μg·kg1 10 μg·kg1 100 μg·kg1 1 000 μg·kg1 化合物 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%

大观霉素  98.6  7.1  94.1 6.4 96.5 4.3 81.6 12.6 79.3  9.1 80.2 8.9 

潮霉素 B 102.1  6.3  99.7 6.1 99.2 4.0 71.4  9.7 70.6 10.5 76.5 9.2 

链霉素  94.9  5.5 102.1 4.4 98.7 4.0 69.5  8.7 70.3  7.3 65.7 6.3 

双氢链霉素  99.3  4.2  98.5 3.7 99.8 3.3 80.3  7.9 77.4  8.5 76.7 8.8 

阿米卡星 103.2 10.3  92.4 8.5 98.6 5.4 67.5 13.2 62.5 11.6 68.4 9.9 

 

2.4.6  最低定量浓度 (LOQ)与最低检测浓度

(LOD)  以信噪比 10∶1 和 3∶1 分别计算各被测

物的 LOQ 和 LOD，结果见表 5。 

表 5  被测物的 LOQ(n=5)与 LOD 

Tab 5  LOQ(n=5) and LOD of the analytes 

化合物 LOQ/μg·kg1 LOD/μg·kg1 

大观霉素 5.2 1.8 

潮霉素 B 4.4 1.5 

链霉素 1.0 0.4 

双氢链霉素 0.6 0.2 

阿米卡星 5.0 1.7 

3  讨论 

3.1  有机相的比例 

HILIC 技术使用的是反相色谱系统的流动相，

但其色谱行为与反相色谱是相反的，即普通的反

相色谱是随着甲醇或乙腈等有机相的比例增加而

保留时间减少，但是 HILIC 则相反，有机相比例

增加，保留时间延长。试验中对乙腈比例进行了

考察。在流动相梯度程序的起始阶段使用高比例

乙腈，以增加待测物在色谱柱上的保留，从而与

基质中内源性杂质得以分离，随后逐渐提高水相

比例，使各被测物保留时间较为合理，并且利于

改善色谱峰峰形。 

3.2  缓冲盐的浓度 

试验中对缓冲盐的浓度进行了考察，分别考

察了 2，5，10，20，50 和 100 mmol·L1 醋酸铵条

件下各待测物的响应。结果表明，醋酸铵浓度< 

5 mmol·L1 时，待测物较难被洗脱，色谱峰多展宽；

当缓冲盐浓度>50 mmol·L1 时，色谱峰响应降低，

经分析，可能因为缓冲盐浓度过高时会产生一定

程度的离子抑制。通过对洗脱能力和灵敏度方面的

权衡，确定醋酸铵浓度为 20 mmol·L1，试验结果

重现性较好。 

3.3  固相萃取柱的选择 

氨基糖苷类化合物多呈碱性，尤其是链霉素，

碱性较强。为提高试验的选择性和专属性，样品

前处理环节采用离子交换柱进行固相萃取，分别

对 WCX 固相萃取柱和混合型强阳离子(MCX)交

换柱进行了考察。结果表明，采用 MCX 交换柱，

链霉素和双氢链霉素回收率很低，经分析，强碱

性化合物与 MCX 交换柱结合牢固，几乎无法被洗

脱，故选用 WCX 柱进行富集净化，试验具有较好

的回收率和选择性。 

3.4  内标物的选择 

为提高分析结果的准确性，试验采用内标法，

但因该类化合物的氘代内标价格高昂，不易获得，

试验中对该类化合物中安普霉素、妥布霉素、新

霉素、异帕米星等几种化合物分别进行考察，结

果表明，异帕米星在色谱行为、回收率等方面与

待测物最为一致，有效提高了方法的准确性和稳

定性。故选择异帕米星作为内标。 

3.5  质谱分离 

本法中链霉素和双氢链霉素保留时间几乎相

同，其他几个被测物的保留时间亦较为接近，但

鉴于质谱检测器具有强大的质量分辨功能，对于

质荷比不同的化合物，无需达到色谱分离，也可

通过不同的质量通道进行质谱分离，从而实现专

属的测定。 
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均匀设计法优化人乳中甲硝唑的检测 
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摘要：目的  优化人乳中甲硝唑的检测，建立限度检查方法。方法  用均匀设计法确定试验方案，优化从人乳中提取甲

硝唑的条件，用 HPLC 测定甲硝唑。结果  从人乳中提取甲硝唑，不需要加氢氧化钠，也可以不进行超声处理。限量检

测方法的验证试验结果，空白样品色谱图上在与供试品和对照品色谱相应位置处没有色谱峰；检测限<0.02 μg·L1；在不

同条件下检测同一样品，结果 RSD 为 2.2%。结论  用均匀设计法可以迅速有效地确定检测方法的前处理条件。建立的

人乳中甲硝唑限度检测方法灵敏度高、操作简单、分析速度快、重复性好。 

关键词：均匀设计法；人乳；甲硝唑；限度检查；高效液相色谱法 
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Optimize the Determination of Metronidazole in Human Milk with Uniform Design Method 
 
LIN Hongning1, TANG Tiexin2, YANG Jun1, LIU Yan2(1.The First People’s Hospital of Zhaoqing, Zhaoqing 526020, 

China; 2.Zhaoqing Medical College, Zhaoqing 526020, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the determination of metronidazole in human milk and establish a limit test method. 
METHODS  The experiments scheme was scheduled by uniform design method to improve the extraction of metronidazole 
from human milk, and the metronidazole was determined by HPLC method. RESULTS  For extracting metronidazole from 
milk, the NaOH should not be added and the super sonic treatment could be removed. In the results of the validation experiments 
of the limit test method, there was no corresponding peak in the chromatograph of the control comparing with the chromatograph 
of the sample and the standard, the limit of detection was lower than 0.02 μg·L-1, and the RSD of the test results of the same 
sample in different conditions was 2.2%. CONCLUSION  Uniform design method is effective and rapid to improve the 
parameters of the test method. The limit test method of metronidazole in human milk established is sensitive, simple, rapid and 
reproducible. 
KEY WORDS: uniform design method; human milk; metronidazole; limit test; HPLC 

 

近年来，剖宫产手术的比例逐年增多，围手术

期间必须使用抗菌药物预防感染，对有明确厌氧

菌感染指征者，应联用甲硝唑。另外，哺乳母亲

在哺乳期发生厌氧菌感染时也难免要使用甲硝
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